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Oznaczanie DNS-aminokwasów wynikające z maksimum i minimum 
absorpcji w nadfiolecie 


Определение DNS-aMMHOKKCJOT, возникающих из максимума M минимума 
абсорпции в ультрафиолете «әш 


The Determination of DNS-amino Acids Depending on the Maximum and the 
Minimum of Absorption in Ultra-Violet 


Do oznaczania DNS-aminokwasów opracowano trzy metody. Dwie 
pierwsze wynikają z założenia, że logarytm stężenia DNS-aminokwasów 
jest proporcjonalny do powierzchni zalegania tych substratów na chro- 
matograficznych nośnikach (3—6, 8). Trzecia dotyczy wykorzystania 
spektrofotometrii przy 252 nm jako analitycznej długości (7, 13). Prezen- 
towana praca jest kontynuacją tego i zmierza do takiego rozwiązania, 
które nie wymagałoby przygotowania zestawu wzorców o zmieniającym 
się gradiencie stężenia i równocześnie dawałoby gwarancję wykorzysta- 
nia łatwo dostępnej aparatury. Podstawę realizacji tego zamiaru stanowiło 
spostrzeżenie, że różnice aksorbancji odniesione do maksimum i minimum 
przy 252 i 288 nm zmieniają się wraz ze stężeniem DNS-aminokwasów. 
W związku z tym postanowiono sprawdzić, czy wspomniane różnice ab- 
sorbancji są proporcjonalne do stężeń DNS-aminokwasów i czy mogą być 
wykorzystane do analizy powyższych substratów. 


MATERIAŁY I METODY 


Odczynniki i wzorce — POCH-Gliwice. Chlorek wapnia bezw. — chlorek wapnia 
cz.d.a. prażono na palniku gazowym w tyglu porcelanowym przez 6 godz. Metanol 
bezw. — metanol cz.d.a. znad chlorku wapnia bezw. Zestaw 18 standardów DNS- 
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-aminokwasów — firmy Sigma. Dla każdego wzorca sporządzano metanolowe roz- 
twory o koncentracji: 10X, 20X, 30X, 40X i 50X10-? mola/ml. Roztwory przecho- 
wywano w probówkach ze szlifami firmy Quickfit w temp. 4°C. Pomiarów absor- 
bancji powyższych roztworów dokonano przy użyciu spektrofotometru VSU-2P 
i kwarcowych kiuwet o warstwie przepuszczającej 1 ст. Do oceny proponowanej 
metody wykorzystano statystyczny rachunek (2, 10). Wyliczono współczynnik kore- 
lacji i równania prostych regresji. Zastosowano testy F i t-Studenta do sprawdzenia 
hipotez — Hya F0ę=...=0ys, В1=В.=...=В1в oraz Н:а=0. 


BADANIA WłASNE 


Wyznaczanie różnicy absorbancji dA 


Dokonano pomiarów absorbancji w zakresie 240—380 nm i otrzymano 
widma o identycznym kształcie w odniesieniu do wszystkich przebada- 
nych osiemnastu dansylowych pochodnych aminokwasów (ryc. 1). W na- 
stępnej kolejności obliczono różnicę absorbancji dA, odejmując оа absor- 
bancji przy 252 absorbancję przy 288 nm oddzielnie dla każdego ze sto- 
sowanych standardów. Różnice absorbancji dA po uwzględnieniu stoso- 
wanych koncentracji DNS-aminokwasów zestawiono w tab. 1. 


А103 


252 288 339 nm 


Ryc. 1. Charakterystyczny przebieg widm absorpcji DNS-aminokwasów w zakresie 
nadfioletu z zaznaczoną różnicą absorbancji dA występującą między maksimum 
252 nm a minimum 288 nm 
The characteristic course of the absorptive spectrum of the DNS-amino acids in 
ultraviolet with the difference of the absorbance dA marked between maximum 
252 nm and minimum 288 nm 


Określenie stężenia DNS-aminokwasów na 
podstawie różnicy absorbancji 


Wyznaczone różnice absorbancji dA czterech pierwszych koncentracji 
porównywano za pomocą wzoru 1 z różnicą absorbancji 4А, odpowiada- 
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јаса koncentracji 50X 107° mola/ml — czy i obliczano poszukiwane stęże- 
nie c. Różnice absorbancji dA porównano z otrzymanymi stężeniami DNS- 
-aminokwasów — c i zestawiono w tab. 1. 


— _Сзо xdA (1) 
дА, 


Statystyczne opracowanie wyników 


Wstępne zestawienie wyników pozwoliło założyć, że istnieje liniowa 
zależność stężenia i różnicy absorbancji dla 18 badanych DNS-aminokwa- 
sów. Aby to potwierdzić określono za pomocą rachunku statystycznego 
współczynnik korelacji r, jako miarę współzależności liniowej między ba- 
danymi cechami (tab. 2). Tą drogą uzasadniono przypuszczenie o zależ- 
ności stężenia i różnicy absorbancji, ponieważ otrzymane współczynniki 
korelacji były bliskie jedności. Następnie, wykorzystując rachunek wy- 
równawczy, otrzymano równania prostych regresji: 


dA=a--bc (2) 
с'=а Бад (3) 


gdzie: dA — różnica absorbancji, c i c — stężenia DNS-aminokwasów 
w molach/ml, a i b oraz a i 5 — współczynniki kierunkowe równań re- 
gresji. 

Do sprawdzenia hipotezy H;,:4=0=...Faxs, PiFBaF..FBis wykorzy- 
stano metodę statystyczną opartą na wnioskowaniu za pomocą testu istot- 
ności. Po weryfikacji hipotezy Н, za pomocą testu F stwierdzono z ryzy- 
kiem 1%, że nie istnieje wspólna zależność liniowa dla wszystkich sub- 
stancji i z tego powodu winna być ona określona oddzielnie dla każdego 
DNS-aminokwasu. Wzory 2 i 3 pozwalają przy znajomości jednej cechy 
wyliczyć wartości drugiej i odwrotnie. W tab. 2 zestawiono równania re- 
gresji 18 DNS-aminokwasów zgodnie ze wzorem 3. Przyjmując wartości 
stężeń opisane w materiałach i metodach jako c oraz obliczone ze wzoru 3 
jako с’, określano względne błędy В za pomocą wyrażenia 4. 


B=" 100% (4) 
Otrzymane opisanym sposobem stężenia c oraz błędy B zestawiono 
w tab. 3. 

DYSKUSJA I WNIOSKI 


Dotychczasowe metody oznaczeń DNS-aminokwasów są trudne w rea- 
lizacji ze względu na brak aparaturowego wyposażenia (1, 9, 11, 12). Wcześ- 
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Tab. 2. Współczynniki korelacji т oraz równania prostych regresji dla poszczególnych 
DNS-AK 
The coefficients of correlation r and the regression equations for the particular 
DNS-amino acids 


Lp. DNS-AK r c=a'+b' dA 
1. -Ala 0,9996 c =—0,520 0,097 dA 
2. -Arg 0,9975 c= 1,623+0,105 dA 
3. -Asp 0,9995 c=—0,229+0,092 dA 
4. -Asp-NH; 0,9998 c= 0,184 +0,089 dA 
5. -Cys 0,9670 c =—6,993--0,115 dA 
6. -Phe 0,9970 c =—2,933+0,119 dA 
7. -Glu 0,9999 c =—0,762--0,108 dA 
8. -Glu-NH; 0,9999 c =—1,966+0,129 dA 
9. -Ile 0,9998 с'= 0,519+0,113 dA 
10. -Lys 0,9999 c= 0,662+0,092 dA 
11. -Met 0,9973 c= 0,948+0,116 dA 
12. -Pro 0,9999 c =—0,040 +0,106 dA 
13. -Pro-OH 0,9968 c= 3,399-0,082 dA 
14. -Ser Г 0,9999 c= 0,010 0,082 dA 
15. -Thr 0,9997 с’= 0,497+0,134 dA 
16. -Trp 0,9997 c =—0,078 +0,135 dA 
17. -Tyr 0,9986 c =—0,614+ 0,047 dA 
18. -Val 0,9996 c= 1,440 +0,140 dA 


niejsze próby oznaczeń tych substratów pozwoliły ustalić, że można do- 
konać wielu uproszczeń w tym zakresie, jednak najistotniejsza jest re- 
zygnacja z kosztownych urządzeń. Dano temu wyraz poprzez opracowanie 
techniki planimetrycznej i spektrofotometrycznej w nadfiolecie. Jednak 
iw tym przypadku nie uniknięto potrzeby sporządzenia szeregu roztwo- 
rów wzorcowych, których przygotowanie sprawia zawsze dużo kłopotu, 
zarówno ze względu na liczne pracochłonne czynności, jak też na ryzyko 
popełnienia błędu przy tak niskich stężeniach, rzędu 107% mola/ml. 
W związku z powyższym nasunęła się myśl opracowania takiego sposobu, 
który pozwoliłby zrezygnować z roztworów wzorcowych o różnych kon- 
centracjach. Pomocne w tym względzie okazało się spostrzeżenie, że 
wszystkie DNS-aminokwasy mają wspólne dwa pasna absorpcji: maksy- 
malne — 252 nm i minimalne — 288 nm. W konsekwencji postanowiono 
sprawdzić, czy różnice absorbancji występujące przy tych długościach nie 
będą mogły być miarą ilości DNS-aminokwasów. Na wstępie przygoto- 
wano roztwory wzorcowe 18 DNS-aminokwasów, każdy w 5 koncentra- 
cjach. Zmierzone absorbancje dla stosowanych stężeń przedstawiono jako 
różnicę dA i zestawiono w tab. 1. Za pomocą wzoru 1, przyjmując kon- 
centrację 50X 10-3 mola/ml — cs, oraz różnicę absorbancji dla tego roz- 
tworu ЧА, określano stężenie с dla pozostałych DNS-aminokwasów па 
podstawie różnicy absorbancji dA odpowiadającej tym koncentracjom. 
Porównanie koncentracji obliczonych ze stosowanymi w doświadczeniach 
pozwoliło wyznaczyć średni względny błąd — 2,96%. Niewielka wartość 
tego błędu zachęciła do dalszych opracowań statystycznych. Wstępne usta- 
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łenia wykazały zależność liniową potwierdzoną przez współczynniki ko- 
relacji r, których wartości w każdym przypadku są bliskie jedności (tab. 2). 

W celu uzasadnienia, czy poprawnie zostały wyznaczone zależności 
oraz ich ocena, obliczono błędy względne i zestawiono w tab. 3. Wskazują 
one, że w każdym przypadku poza DNS-cysteiną dokładność oznaczeń 
jest dobra. Prezentowane równania regresji mają małe współczynniki, co 
dowodzi, że w celach praktycznych istnieje możliwość określenia stęże- 
nia przy podanej różnicy absorbancji na podstawie wzoru 1. Stwierdze- 
nie to wynika także z wniosków pochodzących ze sprawdzenia hipotezy 
H:a=0 dla każdego DNS-aminokwasu w oparciu o test t-Studenta na 
poziomie istotności 0,01. Porównanie dwu różnych sposobów obliczania 
stężeń przy znajomości różnicy absorbancji: pierwszego na podstawie pro- 
porcji (wzór 1) i drugiego za pomocą równań prostych regresji, pozwala 
dostrzec, iż w pierwszym przypadku spemiony jest warunek, przy stęże- 
niu równym 0 różnica absorbancji wynosi 0. Wynika więc stąd, że można 
przyjąć metodę opartą na proporcji (wzór 1) jako podstawę do wyliczenia 
nie znanej ilości DNS-aminokwasów. 

Ostatecznie można postulować, że praktyczne oznaczenie nie znanego 
stężenia DNS-aminokwasu sprowadza się do określenia jego różnicy ab- 
sorbancji przy długościach 252 i 288 nm i porównania jej za pomocą wzoru 
1 2 różnicą absorbancji w tym samym zakresie częstotliwości jednego 
wzorcowego DNS-aminokwasu. 
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PE3IOME 


Определено, что все DNS-aMKHOKKCJIOTbI имеют общее минимум и максимум 
абсорбции при 252 и 288 пт. Показано, что разницы абсорбанции выступающие 
на этих длинах являются пропорциональные к концентрации и могут быть ис- 
пользованы при количественном определении DNS-aMMHOKKCJIOT. 


SUMMARY 


It has been confirmed that all DNS-amino acids have the maximum and the 
minimum of absorption common at 252 and 288 nm. It has been shown that the 
differences of absorbancy appearing at these lengths are proportional to concen- 
tration and can be used to the quantitative determination of DNS-amino acids, 


